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論文内容の要旨
【緒言】
　化学物質の発癌性評価には、１化合物あたり数百匹のげっ歯類を用いた動物実験が必要
である。実験期間も２年ほどを要するが、動物愛護の観点からも少数の動物、短期間での
遺伝毒性評価法が望まれる。また、世界的に高い死亡率を示す胃癌は、様々な化学物質に
よって発症リスクが上昇することが知られている。本研究では、未知の化学物質の変異原
性の短期評価方法の検討と、発癌リスク評価への応用を目的として、既知の発癌物質に
よって誘導される二重鎖DNA損傷部位のSer139リン酸化ヒストンH2AX（γ-H2AX）核内
フォーカス形成を指標に、短期間のDNA損傷および遺伝子発現変動を検討した。
【材料と方法】
　６週齢オスF344ラットに、胃の直接発癌物質N-methyl-N-nitrosourea（MNU）、前立腺
の間接発癌物質3, 2’-dimethyl-4-aminobiphenil（DMAB）、肝発癌物質dimethylnitrosamine 
（DMN）、大腸発癌物質1, 2-dimehtylhydrazine（DMH）をそれぞれ５日/週、４週間強制胃
内投与した。コントロール群には溶媒のコーンオイルを投与した。実験28日目に屠殺して、
未固定組織の胃底腺・幽門腺境界部から4x2 mm大の検体を採取しtotal RNAを抽出した。
残りの胃底腺・幽門腺領域を含む胃組織を10%中性緩衝ホルマリンで24時間固定、パラ
フィン切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン染色及び抗γ-H2AX免疫染色を施行し
た。胃底腺領域と幽門腺領域に関して病理組織学的な所見を評価して、１腺管あたりの
γ-H2AXフォーカス陽性細胞のカウントを行った。また胃底腺･幽門腺境界領域より抽出
したtotal RNAを逆転写後、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaseを内部標準として、
H2AX（h2afx） mRNA、p21waf1 mRNA、pepsinogen c mRNA、pepsinogen a5 mRNAの
発現変動を定量的PCR法で検討した。
【結果】
　コントロール群、発癌物質投与群とも摘出した胃に肉眼的変化はなく、HE標本におい
ても明らかな構造異型、核異型は見出されなかった。しかし免疫組織学的にはコントロー
ル群と比較して、幽門腺領域ではMNU群で、胃底腺領域ではMNU群とDMAB群で、γ
-H2AXフォーカス陽性細胞数の有意な増加が認められた。またMNU群では胃底腺領域の
表層において、アポトーシスによるγ-H2AX陽性像が観察された。定量的RT-PCRでは
MNU, DMN投与群でh2afx mRNAの発現低下、DMN投与群でp21waf1 mRNAの発現増加
がみられた。MNU投与群では胃底腺特異的ペプシノーゲンであるpga5 mRNAの発現低下
が見られた。
【考察及び結語】
　胃に対する直接発癌物質であるMNU投与群において、DNA損傷部位でγ-H2AXフォー
カスが増加するとともに、h2afx, pga5のmRNA発現変動が認められた。抗γ-H2AXを用
いた免疫組織学的な評価とh2afx, pga5の定量的RT-PCRが、胃粘膜におけるDNA損傷の検
出に有用である事が示唆された。
論文審査結果の要旨
　本研究は少数の動物を用いて短期間で物質の発癌性を検証する方法を構築することを目
的とし、６週齢のオスF344ラットに、胃に対する既知の直接発癌物質であるN-methyl-N-
nitrosourea（MNU）と、胃以外の臓器を標的臓器とした間接発癌物質3, 2’-dimethyl-4-
aminobiphenil（DMAB）、dimethylnitrosamine（DMN）、1, 2-dimehtylhydrazine（DMH）を、
各群５匹、週５日、４週間強制胃内投与した。control群には溶媒であるcorn oilを投与した。
実験28日目に屠殺後、胃を摘出し各種解析を行った。４群共に肉眼、光顕的所見に著変は
無かったが、MNU投与群はcontrol群と比較し増殖帯のKi-67、γ-H2AX focus陽性細胞が
共に有意に増加していた。近年、DNA損傷の増加が発癌に先行することは周知の事実と
なっている。その観点から、胃を標的とする発癌物質MNUが胃粘膜の形態的変化に先行
してDNA損傷レベルと相関するγ-H2AXレベルを上昇させるという知見は興味深い。
MNUが今回の実験に使用した薬物濃度で癌が生じるか否かについて今後の検証が必要で
あるものの、今回のモデルは、少数の動物を用いて短期間に前癌病変を検出するという新
手法の確立につながる可能性を秘めており、学位論文に十分値するものと判断された。
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